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PREPARATION D' HEPARINS A PARTIR DE CULTURES DE MASTOCYTES. 

La presente invention est relative a la 
preparation d'heparine a partir de cultures de cellules. 

L'heparine appartient a la famille des 
5 glycosaminoglycanes (GAG) , qui regroupe les polysaccharides 
lineaires contenant . . une repetition d'une sequence 
disaccharidique se composant d'un sucre amine (D- 
glucosamine ou galactosamine) et d'un acide uronique (D- 
glucuronique ou iduronique) . 

10 Dans le c as de l'heparine, qui appartient, avec 

l'heparane sulfate, a la sous-f ami lie des 

glucosaminoglycanes le sucre amine est la D-glucosamine . 
L' acide uronique est soit 1' acide glucuronique CGlc) , soit 
1' acide iduronique (Ido) . La glucosamine peut etre N- 

15 acetylee, N-sulfatee ou O-sulfatee. 

Conventionnellement, on designe sous le terme 
"heparine" des . polysaccharides hautement sulfates dans 
lesquels plus de 80% des residus glucosamine sont N- 
sulfates et le nombre de O-sulfate est plus important que 
20 celui des N-sulfates. Le rapport sulf ate/disaccharide est 
generalement superieur a 2 pour l'heparine. Cependant, la 
structure de l'heparine est en fait tres heterogene, et il 
existe des chaines pouvant contenir des rapports tres 
differents . 

25 Coram e tous les GAGs, l'heparine est synthetisee 

sous forme d'un proteoglycane . Cette synthese a lieu 
preferentiellement dans une sous-population de mastocytes, 
les mastocytes sereux ou conjonctifs (CTMC) . Ces mastocytes 
sont abondants dans la peau, et les sous-muqueuses 

30 respiratoires. Leur duree de vie est tres longue (au moins 
6 mois) . Outre l'heparine, ils contiennent de l'heparane 
sulfate, et des quantites appreciables d' histamine (environ 
10 pg/cellule, selon l'espece animale) . 

La premiere etape de la synthese de l'heparine 

35 est la formation du noyau proteique serglycine, constitue 
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de residus serine et glycine, r£gulierement alternes. 
1/ elongation de la chaine d'heparine se fait a partir d'un 
tetrasaccharide, par ajouts successifs d'osamine et 
d'acides uroniques. 
5 Le prot6oglycane ainsi form£ subit de nombreuses 

transformations sequentielles : N-desacetylation, 

N-sulfatation, epimerisation de l'acide D-glucuronique, et 
O-sulf atation. 

Toutefois, cette maturation complete n'a lieu 

10 que sur une partie du proteoglycane, ce qui genere une 
grande variability structurale de l'heparine, responsable 
de son heterogeneite. 

Les chaines de polysaccharides sont ensuite 
clivees de la serglycine par une endoglucuronidase . Ces 

15 chaines ont alors un poids moleculaire entre 5000 et 
30000 Da. Elles forment des complexes avec les proteases 
basiques et sont ainsi stockees dans les granules des 
mastocytes. L'heparine est excretee uniquement lors de la 
degranulation des mastocytes. 

20 L'heparine joue un role biologique important, 

notamment dans l'hemostase, et est tres largement utilisee 
en therapeutique, en particulier en tant qu' agent 
anticoagulant et antithrombotique . 

Actuellement, la majeure partie de l'heparine 

25 uuilisee est isolee a partir de la muqueuse intestinale du 
pore, d' ou elle est extraite par proteolyse, suivie de 
purification sur resine echangeuse d' anions (pour revue sur 
les differents procedes de preparation de l'heparine, cf. 
DUCLOS, « L' Heparine : fabrication, structure, proprietes, 

30 analyse »; Ed. Masson, Paris, 1984) . 

A 1' heterogeneite inherente a l'heparine, 
s'ajoute la diversite des lots d' animaux a partir desquels 
elle est obtenue. II en resulte une variabilite tres 
importante, se traduisant notamment au niveau de 1' activity 

35 biologique. En outre, il est difficile de disposer de 
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maniere reguliere d'un approvisionnement suffisant en 
matiere premiere. 

L' utilisation de cellules issues de mammiferes 
pour la production de GAG ou de 6u de proteoglycanes a deja 
ete proposee. 

Ainsi la demande WO 99/26983 decrit 
1'obtention de composes de type heparinique, qui peuvent 
Stre des proteoglycanes (HEP-PG) ou des glycosaminoglycanes 
(HEP-GAG) a partir de cellules de raastocytes de rat. Les 
composes ne sont pas de l'heparine. Les cellules ainsi 
isolees ne sont pas des lignees etablies. En outre le 
demandeur recommande la co-cultivation des cellules isolees 
avec des f ibroblastes . 

L' article de Wang et Kovanen (Circulation 
Research,. 84, 1, 74-83, 1999) decrit lui aussi l'isolement 
ae mastocytes sereux de rat et la production de 
proteoglycanes a partir de ces cellules. Comme dans la 
demande WO 99/26983, les cellules utilisees pour la 
production de proteoglycanes ne sont pas des lignees 
e-ablies mais simplement des cellules isolees, puis 
s.imulees pour produire des proteoglycanes. 

La demande WO 90/14418, citee dans le rapport de 
recherche, decrit des lignees cellulaires obtenues a partir 
de mastocytomes de souris et leur utilisation pour la 
production d'heparine. Ces cellules ont done une origine 
-umorale ce qui est susceptible de soulever des problemes 
sanitaires. Un article de Montgomery et al (Proc Natl Acad 
Sci USA, 89, 23, 11327-11331, 1992) decrit lui aussi 
l'isolement de mastocytomes de souris. 

La presente invention propose de pallier les 
inconvenients mentionnes ci-dessus et de s'affranchir des 
problemes d' approvisionnement en termes de quantite et de 
qualite, en utilisant une source commodement disponible de 
matiere premiere homogene, et aux caracteristiques stables, 
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facilitant l'obtention de preparations d'heparine de 

qualite constante. 

Les Inventeurs ont constate qu' il etait possible 
de produire en quantite importante a partir de cultures de 

> lignees de mastocytes, de l'heparine possedant des 
proprietes comparables a celles de l'heparine extraite du 
mucus intestinal porcin. L' utilisation de cultures 
cellulaires comme matiere premiere permet en outre de 
concroler les conditions de synthese de l'heparine, et 

D d'obtenir ainsi un produit possedant des caracteristiques 

reproductibles . 

La presente invention a pour objet un procede de 
production d'heparine, caracterise en ce qu' il comprend la 
culture de mastocytes d' origine porcine et la recuperation 
5 de l'heparine a partir des cultures obtenues. 

De maniere preferee, lesdites cultures de 
mastocytes sont des lignees de mastocytes d' origine 
porcine . 

Le terme « culture » designe ici, de maniere 
0 generale, une cellule ou un ensemble de cellules cultivees 
in vitro. Une culture developpee directement a partir d'un 
Prelevement cellulaire ou tissulaire effectue sur un animal 
es- denommee « culture primaire ». Le terme « lignee » est 
employe a partir du moment ou au moins un passage, et 
5 generalement plusieurs passages consecutifs en sous-culture 
ont ete effectues avec succes, et designe toute culture qui 
en est issue. (SCHAEFFER, In Vitro Cellular and 
Developmental Biology, 26, 91-101, 1990). 

Avantageusement, lesdits mastocytes sont issus 
10 de cultures et notamment de lignees de mastocytes porcins 
obtenues comme decrit dans la Demande FR 0113608, ainsi que 
dans la Demande PCT intitulee « Cultures de mastocytes de 
pore et leurs utilisations » au nom de-l'INRA, et de l'ENVA 
deposee le rneme jour que la presente Demande. Parmi celles- 
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ci, des lignees preferees pour la mise en oeuvre du procede 
conforme a 1' invention sont : 

- la lignee de mastocytes issus de foie foetal de 
pore deposee par l'INRA (147 rue de 1' Universite, 75007 

5 Paris, France) aupres de la CNCM (Collection Nationale de 
Cultures de Microorganismes, Institut Pasteur, 26, rue du 
Docteur Roux, 75724 PARIS CEDEX 15, France) le 17 octobre 
2001, sous le numero 1-2735 ; 

- la lignee de mastocytes issus de foie foetal de 
10 pore, et transfectes par l'antigene T du virus SV40 deposee 

par l'INRA aupres de la CNCM le 17 octobre 2001, sous le 
numero 1-2736 ; 

- la lignee de mastocytes issus de moelle 
osseuse de foetus de pore et transfectes par l'antigene T du 

.5 virus SV40, deposee par l'INRA aupres de la CNCM le 
17 octobre 2001, sous le numero 1-2734. 

Preferentiellement ces mastocytes ' sont des 
mastocytes sereux. 

Ces mastocytes seront de preference cultives 
0 dans un milieu de culture defini (MEMa/DMEM, RPMI, IMDM, 
. . . ) supplements en facteurs de croissance, utilises en 
combinaison ou de fa?on individuelle, tels que le SCF (Stem 
Cell Factor) a une concentration comprise entre 1 ng/ml et 
1 ng/ml, et eventuellement 1' IL3 (Interleukine 3) a une 
5 concentration comprise entre 0,1 ng/ml et 100 ng/ml, ou la 
PGE2 (prostaglandine E2), a une concentration comprise 
entre 1 nM et 1 uM. 

Les milieux peuvent egalement etre supplements 
avec du serum bovin, a une concentration comprise entre 
3 0, 5% et 20% (v/v) . 

L' addition de serum bovin dans les milieux de 
culture peut etre remplacee par 1' utilisation d' un milieu 
de culture sans serum tel que AIMV (INVITROGEN) de facon a 
reduire la concentration proteique du milieu et les risques 
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associes a 1' utilisation de composes d' origine animale 
(KAMBE et al., J- Immunol. Methods, 240, 101-10, 200). 

L' independance des cellules vis-a-vis de I'ajout 
de serum et/ou de 1' utilisation de facteurs de croissance, 
peut etre obtenue par mutation controlee du phenotype 
cellulaire par 1' action d' agents transformants et/ou 
immortalisants (TSUJIMURA, Pathology International, 46, 
933-8, 1996 ; PIAO et BERNSTEIN, Blood, 87(8), 3117-23, 
1996) . 

Les mastocytes peuvent etre cultives en 
utilisant les techniques developpees pour la culture en 
masse de cellules eucaryotes, comme decrit par exemple par 
GRIFFITHS et al. (Animal Cell Biology, , Eds. Spier et 
Griffiths, Academic Press, Londres, vol.3, 179-220, 1986). 
15 On peut utiliser des bioreacteurs de capacite superieure a 
plusieurs m 3 comme decrit par PHILIPS et al . (Large Scale 
Mammalian Cell Culture, Eds. Feder et Tolbert, Academic 
Press, Orlando, U.S.A., 1985), ou par MIZRAHI (Process 
Biochem, Aout, 9-12, 1983). 

La culture peut egalement etre realisee en 
suspension ou sur micro-support selon la technique decrite 
par VAN MEZEL (Nature, 216, 64-65, 1967) . 

On peut egalement utiliser des systemes de 
culture en lots (batch), qui sont frequemment utilises pour 
les cultures de cellules eucaryotes, du fait de leur plus 
grande simplicity de mise en ceuvre a l'echelle industrielle 
(VOGEL ex. TODARO, Fermentation and Biochemical Engineering 
Handbook, 2 nd edition, Noyes Publication, Westwood, New 
Jersey, U.S.A., 1997). Les densites cellulaires obtenues 
avec ces systemes sont generalement comprises entre 10 6 et 
5 >: 10* cellules/ml. 

La productivity des cultures en batch peut etre 
avantageusement augmentee en prelevant une partie des 
cellules du bioreacteur (70% a 90%) pour les operations 
d' extraction des GAGs et d' isolement de l'heparine et en 
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conservant les cellules restantes au sein du meme 
bioreacteur pour initier une nouvelle culture. Dans ce mode 
de culture dit en batch repete on peut de plus distinguer 
les parametres optimum de la phase de croissance 
5 cellulaire, de ceux permettant une plus grande accumulation 
de GAGs et d' heparine au sein des cellules. 

Des systemes de culture en continu de type 
perfuses, avec ou sans retention cellulaire peuvent 
egalement etre utilises (VELEZ et al., J. Immunol. Methods, 
10 102(2), 275-278, 1987 ; CHAUBARD et al., Gen. Eng. News, 
20, 18-48, 2000). Dans le cadre de la presente invention on 
peut notamment utiliser des systemes de culture perfuses 
permettant la retention des cellules a l'interieur du 
reacteur, et aboutissant a une croissance et une production 
15 superieures a celles pouvant etre obtenues en batch. La 
retention peut etre effectuee par 1' intermediate de 
systemes de retention de type filtre tournant (spin- 
filter), fibres creuses, ou matrice solide (WANG et al., 
Cytotechnology, 9, 41-49, 1992 ; VELEZ et al., J. Immunol. 
20 Methods, 102(2), 275-278, 1987). Les densites cellulaires 
obtenues sont generalement comprises entre 10 7 et 5 x 10 7 
cellules/ml. La culture en bio-reacteurs permet, par 
1' utilisation de capteurs de mesure en ligne, un meilleur 
controle des parametres physico-chimiques de la croissance 
25 cellulaire ainsi que de 1' accumulation de GAGs et 
d' heparine au sein des cellules: pH, P 02, Red/Ox, substrats 
de croissance tels que vitamines, acides amines, substrats 
carbones (par exemple glucose, fructose, galactose), 
metabolites tels que lactate ou ammoniaque, etc. 
30 A Partir de 3 a 30 jours de culture, 

generalement a partir de 3 a 10 jours, de culture dans ces 
conditions les cellules peuvent etre recoltees et separees 
du milieu de culture, generalement par centrif ugation ou 
filtration . 
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Differents systemes de centrifugation peuvent 
etre utilises, on citera par exemple ceux decrits par VOGEL 
et TODARO (Fermentation and Biochemical Engineering 
Handbook, 2 nd Edition, Noyes Publication, Westwood, New 
5 Jersey, U.S.A. ) . 

Alternativement, ou en combinaison avec la 
centrifugation, on peut effectuer la separation par 
microf iltration tangentielle, a l'aide de membranes dont la 
porosite est inferieure au diam£tre moyen des cellules (5 a 

10 20 urn) tout en permettant le passage des autres composes en 
solution/suspension. La vitesse du flux tangentiel et la 
pression appliquee sur la membrane sera choisie de fagon a 
generer peu de force de cisaillement (nombre de Reynolds 
inferieur a 5000 sec" 1 ) afin de reduire le colmatage des 

15 membranes et preserver l'integrite des cellules pendant 
1' operation de separation. 

Differentes membranes peuvent etre utilisees, 
par exemple, des membranes spirales (AMICON, MILLIPORE), 
des membranes planes ou des fibres creuses (AMICON, 

20 MILLIPORE, SARTORIUS, PALL, GF) . 

On peut aussi choisir des membranes dont la 
porosite, la charge ou le greffage permettent d' effectuer 
une separation et une premiere purification vis-a-vis 
d'eventuels contaminants pouvant. etre presents dans le 

25 milieu de culture, tels que proteines cellulaires, ADN, 
virus, ou autres macromolecules . 

On peut utiliser des methodes de production et 
de recolte des cellules permettant de conserver les GAGs et 
1'heparine dans le contenu intra-cellulaire ; toutefois on 

30 peut aussi recolter les GAGs et 1'heparine dans le milieu 
de culture apres lyse ou degranulation des cellules. 

La degranulation peut etre provoquee par la 
fixation de ligands specifiques sur les recepteurs presents 
a la surface des mastocytes, par exemple la fixation 

35 d' agents de type allergene (tels que fragment Fc des IgE ou 



WO 03/035886 



PCT/FR02/03617 



9 



10 



analogues de ce fragment) sur les recepteurs IgE des 
mastocytes. Dans le cas ou l'heparine a ete liberee du 
contenu intracellulaire, par degranulation ou lyse de tout 
ou partie des mastocytes, et est presente dans le milieu de 
culture au moment de 1'etape de separation, 1' utilisation 
de membranes de porosite plus reduite peut aussi etre 
envisagee. Dans ce cas, la separation des cellules est 
combinee a une etape d' ultrafiltration sur une ou plusieurs 
membranes dont l'agencement et la porosite permet de 
concentrer l'heparine et de la separer des autres especes 
presentes dans le milieu, en fonction de la taille et du 
poids moleculaire, et eventuellement de la charge 
electrique, ou des proprietes biologiques. 

Dans le cadre de ce mode de. mise en ceuvre, le 
15 seuil de coupure des membranes est de preference compris 
entre 1000 et 5 KDa. On peut utiliser des systemes de 
membranes similaires a ceux employes pour la micro- 
filtration, par exemple, membranes spirales, membranes 
planes, ou fibres creuses. On peut avantageusement utiliser 
20 des membranes permettant d'effectuer une separation et une 
purification de l'heparine, du fait de leurs proprietes de 
charge, ou du greffage de ligands presentant une affinite 
pour l'heparine (par exemple "anticorps, ATIII, lectine, 
peptides, nucleotides, etc ). 

D' autres agents peuvent aussi induire une 
degranulation des mastocytes. Ces agents peuvent etre 
classes en plusieurs categories telles que les agents 
cytotoxiques, les enzymes, les polysaccharides, les 
lectines, les anaphylatoxines, les composes basiques 
(compose 48/80, substance P, etc), le calcium (ionophore 
A23187, ionomycine, etc) . [D. Lagunoff and T . W. Martin. 
1983. Agents that release histamine from mast cells. Ann. 
Rev. Pharmacol. Toxicol., 23:331-51]. L' utilisation d' agent 
de degranulation peut etre effectuee de fagon repetee sur 
35 les memes cellules maintenues en culture. Dans ce mode de 
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production la productivity est augmentee de fagon 
significative par la simplification du procede de recolte a 
partir du surnageant et par le maintien en culture des 
cellules . 

5 Dans le cas particulier de 1 • ionophore A23187, 

la degranulation des mastocytes peut etre induite par 
exemple par traitement de 2.10 6 cellules/ml de mastocytes 
avec 1' ionophore A23187 a des concentrations comprises 
entre 1 a 100 ug/ml et des temps d' action variant de 1 

10 minute a 4 heures . 

La lyse des mastocytes peut etre induite, par 
exemple, par choc osmotique en utilisant des solutions 
hypotoniques ou hypertoniques, par choc thermique 
(congelation/decongelation), par choc mecanique (par 
exemple sonication ou variation de pression) , par action 
d' agents chimiques (NaOH, THESIT™, NP40™, TWEEN 20™, BRIJ- 
58™, TRITON X™-100,...), ou par lyse enzymatique (papaine, 
trypsine, . ..), ou par combinaison de deux ou plusieurs de 

ces methodes . 

Pour extraire et purifier l'heparine a partir du 
lysat cellulaire, separer les chaines polysaccharidiques du 
noyau ser-glycine, et separer les chaines d' heparine des 
autres GAGs presents dans le milieu d' extraction, on pourra 
utiliser des methodes similaires a celles utilisees dans le 
cadre de 1' extraction et la purification d' heparine a 
partir de tissus animaux, qui sont connues en elles-memes, 
et decrites dans des ouvrages generaux, tels que le manuel 
de DUCLOS, cite ci-dessus) . 

A titre d'exemples non-limitatif s, pour separer 
l'heparine des acides nucleiques et des proteines 
ceilulaires, et la solubiliser, c' est a dire rompre les 
liaisons avec le noyau serglycine : 

- on peut soumettre le lysat cellulaire a une ou 
plusieurs digestions enzymatiques (pronase, trypsine, 
35 papaine, etc . . . ) ; 
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les liaisons heparine-proteine peuvent etre 
hydrolysees en milieu alcalin, en presence de sulfates ou 
de chlorures ; 

- on peut egalement effectuer un traitement en 
milieu acide (par exemple par de l'acide trichloracetique a 
froid) pour detruire les acides nucleiques et les proteines 
provenant des cellules, complete par 1' utilisation d'une 
solution ionique qui permet de dissocier les interactions 
GAGs-proteines ; 

- on peut egalement effectuer une extraction par 
la guanidine, apres hydrolyse enzymatique ; pour purifier 
l'heparine solubilisee, on peut par exemple la precipiter 
par 1' acetate de potassium, par un ammonium quaternaire, 
par 1' acetone, etc. 

Ces etapes de purification peuvent 
avantageusement etre completees ou remplacees par une ou 
plusieurs etapes de chromatographie, notamment de 
chromatographie d'echange d' anions ou chromatographie 
d'affinite. 

La presente invention a Egalement pour objet les 
preparations d'heparine susceptibles d'etre obtenues a 
partir de cultures de mastocytes en mettant en oeuvre un 
precede selon 1' invention. 

Les preparations d'heparine conformes a 
1' invention, qui possedent des proprietes biologiques 
comparables a celles des preparations d'heparine obtenues 
dans l'art anterieur a partir de tissus animaux, peuvent 
etre utilisees dans toutes les applications usuelles de 
1' heparine . 

La presente invention sera mieux comprise a 
I' aide du complement de description qui va suivre, qui se 
refere a des exemples de preparation d'heparine a partir de 
cultures de mastocytes et de caracterisation de l'heparine 
obtenue . 
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EXEMPLE 1 : EXTRACTION D' HEPARINS A PARTIR DE CULTURES DE 
MASTOCYTES 

Culture des mastocytes 

Une lignee de mastocytes de foie foetal de pore, 
5 et une lignee de mastocytes de foie foetal de pore 
transfectees par l'antigene T du virus SV40 des (lignees 
CNCM 1-2735 et CNCM 1-2736, respectivement) , ont ete 
utilisees ; 

Les cellules sont ensemencees a raison de 10 a 
10 5 10 r ' cellules /ml, dans du milieu MEMa complet en presence 

d'IL3 porcine (2 ng/ml) et de SCF porcin (80 ng/ml) . 

Les cultures sont realisees en boite de culture 

ou en suspension en flacon de 1 litre de type « spinner ». 

La croissance cellulaire est suivie journellement pendant 4 
15 a 12 jours. La production d'heparine est suivie en 

parallele, par 1' analyse des glycosaminoglycanes produits 

en culture. Les resultats sont presentes dans les Figures 1 

a 5. 

Les Figures 1, 2 et 3 illustrent la croissance 
20 des mastocytes de foie en culture statique en boite 
(Figure 1 ; ensemencement initial : ♦ :1 x 10 s cellules ; 
9 : 2 x 10 5 cellules) et en suspension en flacon (Figure 
2), et la croissance des mastocytes de foie transfectes en 
suspension en flacon (Figure 3) . 
25 Dans ces experimentations, les cultures en 

suspension en flacon presentent une densite cellulaire 
maximale allant d' environ 8 x 10 5 (pour les cellules non 
transfectees) a environ 1,5 x 10 6 cellules/ml (pour les 
cellules transfectees) . Le temps de doublement, calcule 
30 pendant la phase exponentielle de croissance, est compris 
entre 24 et 48 heures. 
Purification des glycosaminoglycanes 

Les cellules subissent une hydrolyse en milieu 
alcalin .en presence de sel afin de rompre les 
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proteoglycans et eviter les interactions GAGs/proteines de 
types ioniques. 

Ce traitement comprend les etapes suivantes : 

1. Traitement par la soude en milieu salin: 
cette etape vise a detruire les cellules et a couper les 
liaisons eritre l'heparine et sa proteine mere. 

L' etape comprend l'ajout de 100 ul de NaOH 1 M 
et de 800 ul de NaCl 0, 5 M a un culot de 10 6 cellules. Le 
melange ainsi obtenu est chauffe au bain-marie a 80°C 
pendant 30 minutes puis sonique pendant 5 minutes avant 
d'etre neutralise avec du HC1 1 N. 

2. Extraction : 1' echantillon hydrolyse est 
depose sur une colonne de resine echangeuse d' anions (SAX, 
Varian), qui retient l'heparine. La colonne est lavee trois 
fois en tampon Tris/HCl pH 7,4, NaCl 0,5 M afin d' eliminer 
les proteines et les autres GAGs, notamment le dermatane. 
Puis l'heparine est eluee par 1 ml de tampon Tris/HCl 
PH 7,4, NaCl 3 M. 

3. Dessalage/Lyophilisation : 1' elimination du 
20 chlorure de sodium (necessaire pour pouvoir appliquer 

certaines des methodes d' analyse qui sont decrites ci- 
apres) s'effectue par chromatographie d' exclusion sterique 
sur gel SEPHADEX G10, suivie par conductimetrie . Les 
fractions d'heparine collectees sont ensuite lyophilisees 
25 pour concentrer 1' echantillon. 

Analyse par ele ctrophorese en gel de polyacrvlamide 

Cette technique permet de separer les GAGs selon 
leur taille et leur charge, et constitue un test permettant 
de verifier rapidement la presence ou 1' absence d'heparine. 

30 La Preparation purifiee obtenue comme decrit 

ci-dessus est deposee sur gel de polyacrylamide 
Tris/tricine (gradient de 10 a 20%) permettant de separer 
des molecules de 30 a 1 kDa, a raison de 20 m de 
preparation par depot. On depose sur le meme gel 25 ng de 

35 dermatane, 25 ng d'heparine porcine standard SPIM (4* me 
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etalon international d'heparine porcine, mucus intestinal), 
et de l'heparine extraite de mucus porcin et purifiee par 
traitement par la soude et purification sur resine 
echangeuse d' anions dans les memes conditions que celles 
5 decrites ci-dessus. 

Une double coloration avec une solution de bleu 
alcian puis du nitrate d' argent comme decrit dans AL- HAKIM 
et LINHARDT (Applied and Theoretical Electrophoresis 1, 
305-12, 1991) permet de reveler les glycosaminoglycanes (le 
10 nitrate d' argent seul ne revele que les proteines) . 

Les gels sont ensuite analyses par un scanner 
(BIO- RAD) pour quantifier les differents GAGs . La limite de 
quantification de l'heparine est de 10 ng par bande. 

Les resultats d'une experimentation sont resumes 
15 dans le Tableau 1 ci-dessous, dans lequel la quantite 
d'heparine produite par les cellules est exprimee en u.g/10 6 



cellules . 



Ta) 


oleau 


1 












Jours de recolte 


3 


4 


5 


6 


7 


10 


11 


14 


l_ Cellules foie, botte 


2,6 


3,5 


4,4 


6,5 


3,7 


4,2 




8,1 


Cellules foie transfectees, boTte 


2,6 


6,9 


9,0 


11,7 


10,8 


8,5 


5,4 


7.1 


Cellules foie, flacon 


1,2 
















Cellules foie transfectees, flacon 




2,1 















Ces resultats sont egalement illustres par la 



20 Figure 4 (courbe = population cellulaire ; barres - 
production d'heparine). 

La Figure 4 illustre la production d'heparine au 
cours de la croissance des mastocytes de foie en culture 

statique en boite. 
25 Les concentrations en heparine generalement 

observees sont comprises entre 2 et 14 \ig pour 10 6 cellules, 
en culture statique et en suspension. 
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EXEMPLE 2 : CHARACTERISATION DE LA PREPARATION D' HEPARINS 
OBTENDE A PARTIR DE CULTURES DE MASTOCYTES 

Profil disaccharidique par CLHP 

La composition en disaccharides permet de 
5 differencier l'heparine des autres glycosaminoglycanes . 

Le profil disaccharidique des 

glycosaminoglycanes produits par les mastocytes en culture 
a ete determine selon la methode decrite par LINHARDT et 
al. (Biomethods, 9, 183-97, 1997). 
10 La preparation de GAGs obtenue comme decrit a 

l'Exemple 1 ci-dessus a ete depolymerisee par un melange 
d'heparinases de Flavobacterium heparinium (heparinases I, 
Hi et III, GRAMPIAN ENZYMES). Les conditions utilisees 
sont decrites dans la publication de LINHARDT et al . , citee 
5 ci-dessus. 

A titre de temoin, l'heparine standard SPIM a 
ete depolymerisee dans les memes conditions. 

Dans ces conditions, la depolymerisation est 
complete, et produit des disaccharides. 
0 Les disaccharides principaux, au nombre de huit, 

qui sont soit N-sulfates, soit N-acetyles sont represents 
sur la Figure 5. 

Detection par UV 

Ces disaccharides sont separes et identifies par 
5 CLHP, sur colonne echangeuse d' anions comme decrit par 
LINHARDT et al., (cite ci-dessus). 

Les resultats sont illustres par la 
Figure 6, representant le profil disaccharidique de la 
preparation d' heparine produite par une culture en flacon 
de mastocytes derives du foie foetal (■), par rapport au 
profil disaccharidique de l'heparine standard {□) . 

Ces resultats montrent que tous les 
disaccharides presents dans l'heparine porcine de reference 
SPIM sont egalement presents dans l'heparine de mastocyte, 
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bien que dans des proportions differentes. Le rapport 
IS/IIS est de 3,7. 
Detection par fluorescence 

Une methode similaire avec une detection 
fluorimetrique permet de quantifier uniquement les 
disaccharides IS et IIS, caract^ristiques de l'h6parine, et 
d'en faire le rapport. 

La depolymerisation enzymatique et la separation 
CLHP sont conduites de la meme maniere que celle decrite 
ci-dessus . 

La separation est suivie d' une derivatisation 
post-colonne, pour former un complexe fluorescent avec la 
guanidine . 

Le disaccharide trisulfate IS qui possede le 
facteur de reponse le plus fort par cette technique, est 
detecte et quantifie par rapport a une solution d'heparine 
standard de concentration connue. 

La limite de detection de la methode est de 
l'ordre de 5 ng/ml d'heparine dans les echantillons de 
culture cellulaire. 



Le Tableau 2 ci-dessous illustre le rapport 
IS/IIS de cultures cellulaires au cours du temps. 

Tableau 2 __ 



Jours de recolte 


3 


4 


5 


6 


7 


10 


11 


14 


Cellules foie, botte 


1,9 


1,6 


1,6 


1,4 


1,4 


1,3 




1,4 


Cellules foie transfectees, boite 


4,1 


5 


4,6 


6,6 


3,7 


4,9 


5,6 


5,7 


Cellules foie, flacon 


2,3 
















Cellules foie transfectees, flacon 




2,9 















EXEMPLE 3 : CARAC TERI SAT I ON BIOLOGIQUE DE L'HEPARINE PAR 
DETERMINATION DES ACTIVITES ANTI-XA ET ANTI-IIA 



Activites biologiques 

L' inactivation des facteurs Xa et Ha est 
caracteristique de 1'heparine, et permet de la differencier 
de l'heparane sulfate et du dermatane. 
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La methode utilisee est celle decrite dans la 
monographie des heparines de basse masse moleculaire de la 
Pharmacopee Europeenne 3*™ edition (1997). 

La reaction se deroule en trois etapes : 

1. ATIII + Heparine [ATIII - Heparine] 

2. [ATI II - Heparine] + Facteur (exces) — » [ATIII - Heparine 
- Facteur] + Facteur (residuel) 

3. Facteur (residuel) + substrat chromophore — ».pNA 

La quantite de paranitroaniline (pNA) liberee 
est mesuree a 405 nm. Elle est inversement proportionnelle 
a la quantite d' heparine. 

L'activite anti-Xa ou anti-IIa est evaluee par 
une droite d' etalonnage etablie avec le standard 



rapport 
SPIM. 



La sensibilite de la methode est de 0,006 Ul/ml. 
Les resultats obtenus sont representes sur le 
Tableau 3 ci-dessous. 



20 



Jours de recolte 


3 


4 


5 


6 


7 


10 


11 


14 


Cellules foie, boTte : 
Anti-Xa 
Anti-IIa 


2,1 


1,8 


5,7 


4,0 


2,4 


2,2 




0,0 


Ratio anti-Xa/anti-lla 


















Cellules foie transfectees, boTte : 
Anti-Xa 

1 Anti-IIa 


44 


11,5 


11,7 


12,3 


11,4 


13,0 


11,6 


12,9 


1 Ratio anti-Xa/anti-lla 


















Cellules foie, flacon : 

Anti-Xa 

Anti-IIa 
Ratio anti-Xa/anti-lla 


0,7 
1,4 
0,6 
















i Cellules foie transfectees, flacon 
Anti-Xa 
Anti-IIa 

. . Ratio anti-Xa/anti-lla 




3,1 
14 
0,2 















L'activite anti-Xa ou anti-IIa de 1' heparine 
obtenue a partir de raastocytes en culture a ete comparee a 
l'activite anti-Xa ou anti-IIa, respectivement, de 
1' heparine obtenue a partir de mucus porcin ou de 
1' heparine standard. Les resultats sont illustres dans le 
Tableau 4 ci-dessous. 
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Tableau 4 





Anti-Xa 


Anti-lla 


Xa/lla 




((Ul/mq) 


((Ul/mg) 


(Ul/mq) 


j Heparine de mastocytes 


18 a 3,1 


14a3 


0,2 a 1 


; Heparine de mucus 


80 


81 


1 


f Heparine standard 


180 


180 


1 



Caracterisation cie la liaison a 1'ATIII 



La liaison entre 1' heparine et 1'ATIII est mise 
en evidence par un retard de migration par des techniques 
5 d' electrophorese comme decrit dans LEE et LANDER (Proc. 
Natl. Acad. Sci., 88, 2768-72, 1991). 

L' electrophorese est realisee sur gel d' agarose 
a 0,8?. dans une solution a pH 3 (acide acetique/hydroxyde 
de lithium) . 

10 A 100 \xl d' echantillon a tester, on ajoute 

100 |il de solution de concentration decroissantes de 584 a 
183 Liq/ml d'ATIII (origine humaine ; BIOGENIC) . 

Des depots de 100 |il d' echantillon sont faits. 
La migration est de 30 minutes a 100 volts. 
15 Les gels sont fixes par une solution de bromure 

d'hexadecyltrimethyl ammonium (CETAVLON- SIGMA) a 0,1%. 

La revelation est effectuee par 1' Azure A (0,08% 

dans 1' eau) . 

Les gels sont scannes et interpretes avec le 
20 logiciel QUANTITY ONE (BIO-RAD) . 

Les resultats sont exprimes en % d' heparine liee 

a 1'ATIII. 

Les resultats obtenus dans le cas d' une culture 
en flacon de cellules de foie transfectees sont illustres 
25 par la Figure 7. 

On observe une liaison de 1'ATIII de 31% (valeur 
theorique 33%) en presence d'heparine standard (SPIM) , et 
de 27% en presence de 1' heparine obtenue a partir de 
mastocytes en culture (compose) . 
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EXEMPLE 4 : CULTURE DE MASTOCYTES EN BIO-REACTEUR EN MODE 
BATCH REPETE 

Une lignee de mastocytes issus du foie foetal 
porcin non transferee a ete utilisee. Les cellules sont 
5 ensemencees a raison de 2.0 a 4.0 xlO 5 cellules par ml dans 
du milieu DMEM/F12 complet additionne d' IL3 
porcine (2ng/ml)de SCF porcin (80ng/ml) . 

Le bioreacteur utilise a une capacite de 2 
litres de milieux de culture, la tension d' oxygene de la 
10 culture est maintenue entre 20% et 40% de la saturation, le 
pH entre 7.0 et 7.4, la temperature est maintenue a 37 °C 
+/- 0.5°C par circulation d'eau thermostatee dans la double 
enveloppe du bioreacteur. L' agitation de la culture est 
realisee par une helice de type marine avec une Vitesse 
15 comprise entre 80 a 150 tours /minutes . 

Apres 4 jours de culture la densite cellulaire 
est de 1.3 x 10 6 cellules/ml, correspondant a un temps de 
doublement compris entre 24 et 48h. Le jour de la recolte, 
80% de la culture est prelevee pour 1' extraction 
20 d'heparine, le reste de la culture est maintenue dans le 
bio-reacteur et diluee avec du milieu frais a une 
concentration comprise entre 2.0 a 3.0x10 s cellules/ml tel 
que decrit pour une operation de production en batch 
repete. Trois jours apres dilution en mode batch repete, la 
25 densite cellulaire obtenue est de 9.0 x 10 5 cellules/ml, 
correspondant a un temps de doublement compris entre 24 et 
48 heures et comparable a la premiere mise en 
culture (Figure 8) . 

La purification de l'heparine s'effectue comme 
30 decrit dans l'exemple 1. 

L'heparine purifiee est alors analysee par HPLC, 
comme decrit dans l'exemple 2, en utilisant l'heparine 
standard SPIM a titre de temoin. 

Le tableau 5 et la figure 9 representent le 
35 profil disaccharidique et la proportion du noyau proteique 



WO 03/035886 



PCT/FR02/03617 



20 

serglycine (Gly-Ser) de la preparation d'heparine produite 
par la culture de mastocytes en suspension derives du foie 
foetal porcin (■) , par rapport au profil obtenu pour 
l'heparine standard SPIM (□) . 
5 Le tableau 6 represente le profil de N-acetylation, de N- 
sulfatation et de O-sulf atation des disaccharides de 
l'heparine produite par la culture de mastocytes en 
suspension derives du foie foetal porcin par rapport a celui 
des disaccharides de l'heparine SPIM standard. 



10 



Tableau 5 




Standard % 


Culture % 


Gly-Ser 


3.5 


3.2 


IVa 


4 


5,4 


IVs 


3,1 


7,6 


lla 


3,1 


4,4 


Ilia 


1.5 


0.7 


~ lis 


8,4 


I 11.9 


Ills 


7,2 


17.1 


I la 


1.3 


0,2 


Is 


62 


48,8 


Tableau 6 


Disaccharides 


Standard % 


Culture % 


Acetyles 


11,8 


10,7 


2-O-sulfates 


23 


8 


6-O-sulfates 


42 


42 


N-Sulfates 


83 


85 


2-O-sulfates 


84 


77 


6-Osulfates 


89 


71 


Sulfates/carboxylates 


L 2,4 


2,1 



Des resultats similaires sont obtenus lorsque 



1' :n utilise une lignee de mastocytes transfectes par 

l'antigene T du virus SV40. 
15 EXEMPLE 5 : PRODUCTION D'HEPARINE DANS LE SURNAGEANT DE 

CULTURE PAR MISE EN CEUVRE D' UN AGENT DE DEGRANULATION . 

Les experimentations ont ete effectuees sur une 

lignee de mastocytes de foie foetal non-transfectes . 

Au 762^ me jour (compte a partir de la premiere 
20 mise en culture), la concentration de mastocytes a ete 

ajustee a 2xl0 6 cellules/ml, et la culture est incubee 

pendant une heure en milieu MEM comprenant 4ug/ml de 
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l'ionophore A23187, ce qui induit la degradation des 
mastocytes . 

Les GAGs totaux, et les GAGs secretes produits 
par les cellules sont quantifies en PAGE . La Figure 10 
montre que 70 a 75 % des GAGs sont retrouves dans le 
surnageant apres traitement par l'ionophore A23187, contre 
environ 10% dans les cellules non traitees (0 pg/ml de 
A23187) . 

Les mastocytes pour lesquels la recolte de GAGs 
a ete realisee au 762*- jour de culture ont ete remis en 
culture. On n' observe aucune perte de viabilite et de 
vitesse de croissance. 

21 jours plus tard, ces mastocytes sont soumis a 
une nouvelle degranulation, et les GAGS sont doses comme 
decrit ci-dessus. Une culture de mastocytes du meme age, 
n'ayant pas subi de degranulation au 762 tae jour est 
utilisee a titre de controle. 

Les resultats sont illustres par la Figure 10 
qui montre que le pourcentages de GAGs secretes est 
comparable a celui obtenu lors de la premiere degranulation 
et aussi comparable a celui obtenu avec les cellules 
contrSle du meme age. 

Des resultats similaires sont obtenus lorsque 
1'on utilise une lignee de mastocytes transfectes par 
l'antigene T du virus SV40. 
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REVENDICATIONS 

1) Procede de production d'heparine, caracterise 
en ce qu'il comprend la culture de mastocytes d' origine 

.porcine et la recuperation de l'heparine a partir des 

5 cultures obtenues. 

2) Proced<§ selon la revendication 1 caracteris6 
en ce que lesdites cultures de mastocytes sont des lignees 
de mastocytes d' origine porcine. 

3) Procede selon une quelconque des 
10 revendications 1 ou 2, caracterise en ce que lesdits 

mastocytes sont issus de moelle osseuse de fcstus de pore ou 
de foie foetal de pore. 

4) Procede selon une quelconque des 
revendications 1 a 3, caracterise en ce que lesdits 

15 mastocytes sont des mastocytes sereux. 

5) Procede selon la revendication 1 ou 2, 
caracterise en ce que lesdits mastocytes sont issus d'une 
lignee de mastocytes choisie parmi : 

- la lignee deposee aupres de la CNCM le 
20 17 octobre 2001, sous le numero 1-2735 ; 

- la lignee deposee aupres de la CNCM le 
17 octobre 2001, sous le numero 1-2736 ; 

- la lignee deposee aupres de la CNCM le 
17 octobre 2001, sous le numero 1-2734. 

25 6) Preparation d'heparine susceptible d'etre 

obtenue par un procede selon une quelconque des 
revendications 1 a 5. 
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d.fmwl Ce qU ' Ua T? "* ** d&Uyr€ ° U qUC 18 demande * 6ti refus ^ abandonnee ou retiree, les echantillons 

du micro-organisme designe cdessus ne pourront Stre remis qu'a un expert designe par le Commissaire aux Brevet T 



D. ETATS DESIGNES POUR LESQUELS LES INDICATIONS SONT DONNEES 

— _ les indica tions ne sont pas donnees pour toits les Etats designes) 



CA 



E. INDICATIONS FOURNIES SEPAREMENT (le cos echeant) 



^rTZdTeZa^n^ Smat foUmieS UlteiCUrement au Bureau -t«-tional (specifier la nature g enerale des indications 



j Cette feuille a &e recue en meme temps que la 
| demande Internationale 




Reserve au Bureau international ■ 
J | Cette feuille est parvenue au Bureau international le : 


Fonctionnaire autorise 




Fonctionnaire autoris6 



FormulairePCT/RO/134 Quillet 1992) 



Reference du dossier du MJPbv041/55 
t ou du mandataire ~ 



Demande intematiojj n° 



PCT/FR02/03617 

PCT/FR02/03617 



INDICATIONS RELATIVES A UN MICRO-ORGANISME DEPOSE 

(regie \3bis du PCT) 



A. Les indications ont trait au micro-organisme vis6 dans la description 
page 5_ ■ ■ li S ne 13=lfi 



B. IDENTIFICATION DU DEPOT 



D'autres depots font Vobjet d'une feuille supplementaire [ | j 



Nom de l'institution de dep6t 

Collection Nationale de Cultures de Micro-organismes 



Adresse de restitution de depot (y compris le code postal et lepays) 



Institut Pasteur 

28, rue du Docteur Roux 

75794 PARIS CEDEX 15 

FRANCE 



Date du depot 
17 octobre 2001 



n° d'ordre 
1-2734 



C. INDICATIONS SUPPLEMENT AIRES (le cos icheant ) 



Une feuille supplementaire est jointe 
pour la suite de ces renseignements 



la regie 28.4 CBE ». 



D. ETATS DESIGNES POUR LESQUELS LES INDICATIONS SONT DONNEES 

(si les indications ne sontpas donnees pour tons les Etats designes) 



EP 



: (AT, BE, BG, CH&LI, CY, CZ, DE, DK, EE, ES, FI, FR, GB, GR, IE, IT, LU, MC, NL, PT, SE, SK, TR) 



E. INDICATIONS FOURNDES SEPAREMENT (le cos echeant) 



r indications 



Reserv6 a l'office recepteur 



□ 



Cette feuille a et6 recue en meme temps que la 
demande internationale 



Fonctionnaire autorise 



Reserv6 au Bureau international 



| | Cette feuille est parvenue au Bureau international le : 



Fonctionnaire autorisS 



FormulairePCT/RO/134 Quillet 1992) 



PCT/FR02/03617 



Reference du dossier du 

deposant on du mandataire MJPbv041/55 



Demande intemationafc n° 



PCT/FR02/03617 



INDICATIONS RELATIVES A UN MICRO-ORGANISME DEPOSE 

(regie \3bis du PCI) 



A Les indications ont trait au micro-organisme vise dans la description 
Page 5 ,ligne3r8 



B. IDENTIFICATION DU DEPOT 



D'autres depots font Tobjet dhine feuille supplementaire j~~ 



Nom de 1'institution de depot 

Collection Nationale de Cultures de Micro-organismes 



Adresse de IHnstitution de depot (y compris le code postal et le pays) 

Institut Pasteur 

28, rue du Docteur Roux 

75794 PARIS CEDEX 15 

FRANCE 



Date du depot 
17 octobre 2001 



n° d'ordre 
1-2735 



C. INDICATIONS SUPPLEMENT AIRES (le cos echeant ) 



Une feuille supplementaire est jointe 
pour la suite de ces renseignements 



« En ce qui concerne les designations dans Iesquelles un brevet europeen est demands, un echantillon du micro-organisme 
depose^ fl e seraaccessible que par la remise d'un echantillon a un expert designe par le requerant dans les conditions defmies a 
la regie 2o.4 CBE ». 



D. ETATS DESIGNES POUR LES QUELS LES INDICATIONS SONT DONNEES 

(si les indications ne sont pas donnees pour tous les Etats desiznes) 



EP : (AT, BE, BG, CH&LI, CY, CZ, DE, DK, EE, ES, M, FR, GB, GR, IE, IT, LU, MC, NL, PT, SE, SK, TR) 



E. INDICATIONS FOURNIES SEPAREMENT (le cos echeant) 



Les indications enumerees ci-apres seront foumies ulteneurement au Bureau international (specifier la nature generale des indications 
p. ex., n d'ordre du depot") 



Reserve a Toffice recepteur 



□ 



Cette feuille a et£ recue en meme temps que la 
demande intemationale 



Fonctionnaire autoris6 



Reserve au Bureau international 



j | Cette feuille est parvenue au Bureau international le : 



Fonctionnaire autorise* 



Forraulaire PCT/RO/134 Quillet 1992) 



PCT/FR02/03617 



Reference du dossier du 
deoosant ou du mandataire 



MJPbv04i/55 



Demande internationare n° 



PCT/FR02/03617 



INDICATIONS RELATIVES A UN MICRO-ORGANISME DEPOSE 

(regie 13toduPCT) 



A. Les indications ont trait au micro-organisme vis6 dans la description 

rr < ■ ligneSd2 " J 


B. IDENTIFICATION DU DEPOT 


D'autres depots font l'objet d'une feuille supplementaire | | J 


Nom de l'institution de depot 






Collection Nationale de Cultures de Micro-organismes 






Adresse de l'institution de depot (y compris le code postal et lepays) 




Institut Pasteur 
1 28,rueduDocteurRoux 
75794 PARIS CEDEX 15 
FRANCE 






1 Datedud6p6t 

17octobre200l 


n° d'ordre 

1-2736 — —J 


C. INDICATIONS SUPPLEMENT AIRES (le cos echeant ) 


Une feuille supplementaire est jointe 
pour la suite de ces renseignements 


i 


I la regie 28.4 CBE ». 


D. ETATS DESIGNES POUR LESQUELS LES INDICATIONS SONT DONNEES 

I (si les indications ne sont pas donnees pour tous les Etats designes) — _ - — 



EP 



(AT, BE, BG, CH&LI, CY, CZ, DE, DK, EE, ES, FI, FR, GB, GR, IE, IT, LU, MC, NL, PT, SE, SK, TR) 



E. INDICATIONS FOURNEES SEPAREMENT (le cas echeant) 
Les indications enumer6es ci-aprfes seront foumie s ulterieurement au Bureau international (specifier la nature generate des incticanons 
i p. ex., V d'ordre du depot") 



Reserve a Toffice recepteur 



□ 



Cette feuille a ete recue en meme temps que la 
demande internationale 



Fonctionnaire autoris6 



Reserve au Bureau international 



I Cette feuille est parvenue au Bureau international le : 



Fonctionnaire autoris6 



FormulairePCT/RO/134 Quillet 1992) 
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Filing Date: 4/13/2004 i 
Application No.: 10/823,142 
Docket No.: FRAV2003/0009 US NP 
PRIOR ART 

y 



